Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy .

Received 30 March 2009; Accepted 21 December 2009 20(3): 453-458, Jun./Jul. 2010

Atividade farmacoldgica da monocrotalina isolada de plantas do
género Crotalaria

José E. R. Hondrio Junior," Paula M. Soares,”? Célio L. de Melo," Antonio C. V. Arruda Filho,’
José G. Sena Filho,? José M. Barbosa Filho,"? Francisca Cléa Florenco Sousa,’ Marta Maria
Franca Fonteles," Luzia Kalyne de Almeida Leal," Maria Goretti Rodrigues de Queiroz,’
Silvinia M.M. Vasconcélos™'

Revisao

'Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Ceard. Rua Cel Nunes de Melo, 1127,
Rodolfo Tedfilo, 60430-270 Fortaleza-CE, Brasil,
’Curso de Educagdo Fisica, Universidade Estadual do Ceard. Av. Parajana, 1700, Itapery, 60730-180
Fortaleza-CE, Brasil,
3Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Delby Fernandes de Medeiros”, Universidade Federal da Paraiba,
Caixa Postal 5009, 58051-970 Jodo Pessoa-PB, Brasil,
‘Departamento de Bioquimica, Universidade Federal do Ceard. Rua Cel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tedfilo,
60430-270 Fortaleza-CE, Brasil.

RESUMO: Crotalaria retusa ¢ uma planta encontrada no Nordeste brasileiro, pertence ao género
Crotalaria e a familia Leguminosae, e possuem mais de seissentas espécies no mundo e mais de
quarenta no Brasil. As variedades toxicas mais conhecidas sao C. spectabilis, C. crispata, C. retusa,
C. dura e C. globifera. Plantas do género Crotalaria sdo de interesse porque sdo usadas na medicina
popular. Esses géneros sdo ricos em alcaloides pirrolizidinicos (AP), que s@o as principais toxinas
e apresentam efeitos pneumotoxicos, nefrotdxicos, cardiotoxicos, fetotoxicos, carcinogénicos,
inflamagdo, hemorragia e fibrose. A monocrotalina ¢ o principal alcaloide pirrolizidinico encontrado
nessas plantas e ¢ ativamente oxidada in vivo pelo citocromo P450 no figado, formando intermediarios
altamente reativos tipo pirrélicos que sdo responsaveis pela ligagdo cruzada do DNA-DNA e DNA-
proteina. O presente trabalho teve como objetivo fazer um levantamento bibliogréafico via internet,
utilizando bancos de dados, programas de pesquisa cientifica e pesquisa em livros relacionados,
acerca da atividade farmacolégica e do mecanismo de acdo da monocrotalina extraida de plantas
do género Crotalaria, ressaltando desde os aspectos botanicos da planta, estrutura quimica dos
alcaloides pirrolizidinicos, exemplos experimentais de toxicidade e provavel mecanismo de agéo.

Unitermos: Monocrotalia, hepatotoxico, Crotalaria, dehidromonocrotalina.

ABSTRACT: “Pharmacological activity of monocrotalina isolated from plants of the genus
Crotalaria.” Crotalia retusa is a plant found in Brazilian Northeast and belongs to the genus
Crotalaria and the family Leguminosae, which comprises more than 600 species throughout the
world and more than forty in Brazil. The most known toxic species are C. spectabilis, C. crispata,
C. retusa, C. dura and C. globifera. Plants of the Crotalaria genus are of great interest because
they are used by humans for folk medicine. These plants are rich in pyrrolizidine alkaloids (PA),
which are the main toxins that cause effects such as pneumotoxic, nefrotoxic, cardiotoxic, fetotoxic,
carcinogenic, inflammation, hemorrhage and fibrosis. Monocrotaline is the main pirrolizidinic
alkaloid found in plants and is actively oxidated in vivo by the cytochrome P450 in the liver, yielding
highly reactive pyrrolic type intermediates, which are responsible for DNA-DNA and DNA-protein
cross-links reaction. The aim of this work is to make a bibliographic survey via internet, using
databases, scientific research programs and related books, about pharmacological activity and
mechanism of action of monocrotaline extracted from plants of Crotalaria genus, emphasizing
plant botanical aspects, chemical structure of pirrolizidinic alkaloid, experimental examples of
toxicity and probable action mechanism.
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INTRODUCAO

Plantas do género Crotalaria pertencem a familia
Leguminosae com mais de seissentas espécies e crescem
abundantemente em zonas tropicais e subtropicais
sendo numerosas na Africa, india, México e Brasil que
representam os principais centros de diversidade das
espécies (Cheecke, 1988; Palomino & Vasquez, 1991).
Por serem plantas invasoras, as Crotaldrias sdo facilmente
encontradas em plantacdes de grios e em pastagens. Na
regido Neotropical, aproximadamente setenta espécies
ocorrem desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina
subtropical e Uruguai. As espécies pertencentes ao
género Crotalaria sdo plantas herbaceas com cerca de
50 cm de altitude ou arbustos com até 3 m, com folhas
digitado-trifolioladas, unifolioladas ou simples; flores
predominantemente amarelas; androceu formando um
tubo monadelfo aberto na base com anteras dimorfas
e legumes inflados. As espécies do género possuem
consideravel plasticidade, adaptando-se as diferentes
condigdes ambientais. Podem ocorrer em variados tipos de
habitats, como areas proximas de rios, morros litoraneos,
restingas, orla de matas, campos e cerrados. As espécies
sdo oportunistas, muito comuns em locais alterados como
margem de estradas e como invasoras de culturas (Flores
& Miotto, 2005). As plantas do género Crotalaria, no
Brasil, recebem comumente nomes como “xique-xique”,
“guizo-de-cascavel”, “chocalho-de-cascavel” e possuem
vagens secas que quando tocadas se assemelham ao som
emitido pela cauda da cascavel (Williams & Molyneux,
1987).

No Brasil, ja foram encontradas aproximadamente
mais de quarenta espécies, sendo muitas consumidas
pelos animais, principalmente nos periodos de escassez
de alimentos (Hoehne, 1939; Tokarnia et al., 2000).
As variedades toxicas mais conhecidas sdo Crotalaria
spectabilis, Crotalaria crispata, Crotalaria retusa,
Crotalaria dura e Crotalaria globifera (Barri & Adam,
1981).

O uso principal destas plantas se dd na agricultura,
pela adubagdo verde, cobertura vegetal do solo auxiliando
o plantio direto. Plantas do género Crotalaria também
sdo de grande interesse devido as perdas econdmicas
causadas por intoxicacdo do gado e devido a exposicao
da populagdo humana que usam muitas dessas plantas
na medicina popular (Atal & Sawhney, 1973; Mattocks,
1986). Trabalhos mostram que a Crotalaria apresenta
atividade depressora no sistema nervoso central na dose
de 50 e 100 mg em camundogos (Honoério Junior et al.,
2008).

Com o proposito de estudar as acdes toxicas
e farmacoldgicas da monocrotalina extraida do Género
Crotalaria foi realizado extensa revisdo bibliografica
pela internet de textos e artigos relacionados ao tema. Os
programas de bancos de dados utilizados foram a Pubmed
e Lilacs.
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ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS

Essas plantas sdo ricas em alcaloides
pirrolizidinicos (AP) que sdo as principais toxinas
derivadas de plantas que acometem humanos e animais
(Mattocks, 1986; Huxtable, 1990).

Em diversos paises foram descritos casos
de intoxicagdo por Crotalaria, contendo alcaloides
pirrolizidinicos (AP), em equinos (Gibbons et al., 1953,
Gardiner et al., 1965; Arzt & Mount, 1999; Nobre et al.,
2004a, b), bovinos (Barri & Adam, 1981; Winter et al.,
1990), suinos (Peckham et al., 1974; Mcgrath et al., 1975),
aves (Norton & O'rourke, 1979; Alfonso et al., 1993)
e caprinos (Nobre et al., 2005, Barri & Adam, 1984).
C. retusa e C. crispata sdao responsaveis pela doenca
denominada Kimberley horse disease ou Walkabout
disease na Australia (Rose et al., 1957a, b; Gardiner et al.,
1965).

A monocrotalina (1) ¢ o principal AP encontrado
nasplantas do género Crotalaria e,emborasejaumalcaloide
primariamente hepatotoxico, efeitos pneumotoxicos,
nefrotoxicos, cardiotoxicos, teratogénicos e carcinogénicos
também estdo relacionados a ele (Mattocks, 1986; Thomas
etal., 1996; Ribeiro et al., 1993; Cheecke, 1998; Medeiros
et al., 2000; Kosogof et al., 2001).

Nos pulmdes, as principais alteracdes observadas
sdo edema e congestdo pulmonar com areas consolidadas
no parénquima, provocando lesdo intersticial e arteriolar
pulmonar, inflamagdo, hemorragia e fibrose (Gardiner
et al., 1965; Newberne et al., 1974; Nobre et al., 1994;
Baybutt & Molteni, 1999; Baybutt et al., 2002; Copple et
al., 2002).

Schraufnagel (1990) estudando pulmdes de ratos
tratados com monocrotalina (MCT) observou a formagao
de novos vasos. A descoberta da angiogénese na superficie
pleural e na arvore broncovascular, mas ndo nos capilares
alveolares, sugerindo uma diferenciacdo basica de como
esses capilares respondem aos estimulos angiogénicos.

Nos rins, podem ocorrer lesdes renais que podem
levar a morte (Jubb et al., 1993). As principais alteragoes
observadas sao danos tubulares e glomerulonefrite (Hayashi
& Lalich, 1967; Carstens & Allen, 1970; McGrath et al.,
1975; Figueredo et al., 1987).

Ocorre gigantismo citoplasmatico e nuclear
(megalocitose) em células hepaticas (Bull, 1955; Cheeke &
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Shull, 1985; Mattocks, 1986; Thomson, 1990; Jubb et al.,
1993; Gibbons et al., 1953; Gardiner et al., 1965; Arzt &
Mount, 1999), necrose (Gardiner etal., 1965), vacuolizagao
de hepatécitos (Nobre et al., 1994), hemorragia (Arzt &
Mount, 1999). Outras lesdes incluem fibrose progressiva,
proliferacdo de ductos biliares (Cheeke & Shull, 1985;
Mattocks, 1986; Thomson, 1990) e veno-oclusio em
regides hepaticas (Cheeke Shull, 1985; Mattocks, 1986).
H4 diminuicdo das fungdes metabolicas hepaticas; os
niveis de proteina sérica tornam-se diminuidos, devido a
reducdo na sintese protéica (Miranda et al., 1980), levando
a ascite e edema (Cheeke & Garman, 1974).

ESTRUTURA QUIMICA DOS ALCALOIDES
PIRROLIZIDINICOS

Os alcaloides sdo compostos que contem
nitrogénio em um anel heterociclico e sdo geralmente
de carater basicos (tipo alcalino=alcaloide). Eles sdo de
sabor amargo, fisiologicamente e farmacologicamente
ativos e funcionam como uma defesa quimica das plantas
contras herbivoros. Os AP constituem um grande grupo
de alcaloides contendo um nucleo pirrolizidino sendo
amplamente disseminados, tanto geograficamente quanto
botanicamente. Muitos desses AP sdo hepatotoxicos,
causando danos irreversiveis ao figado e outros sdo
carcinogénicos (McLean, 1970; Cheecke & Shull, 1985;
Prakash et al., 1999; Cheeke, 1988).

Segundo Mattocks (1986), a hepatotoxidade
dos APs estd associada a insaturacdo entre os carbonos
1 e 2 que, na presenga de oxidases, leva a formacdo de
pirrdis. Estes se associam a grupos nucleofilicos de
macromoléculas, como sulfidrila, hidroxila e grupos amino
de enzimas, globulinas, hemoglobinas, bem como purinas
e pirimidinas, formando ligagdes cruzadas irreversiveis
com o DNA e RNA, e acarretando em efeitos citotoxicos,
mutagénicos e carcinogénicos (Nobre et al., 2004a).

TOXICIDADE: DADOS EXPERIMENTAIS

Segundo Peckham et al. (1974), em um rebanho
de suinos ao qual foi fornecida uma ra¢ao contendo milho
contaminado com 0,5% de sementes de C. spectabilis,
morreram 76 deumtotal de 150 animais. As primeiras mortes
ocorreram seis semanas apos o inicio do consumo da rag@o
e trés semanas apos a queda de pélos do corpo dos animais,
sendo que esse foi o primeiro sinal clinico observado.
Outros sinais clinicos foram anemia, melena, emaciagao
e reducdo de peso. Foram colhidas amostras de sangue de
dezesseis animais, dos quais seis apresentavam sintomas da
intoxica¢do e dez apresentavam-se aparentemente sadios.
Destes dezesseis animais, um apresentou leucopenia
e severa anemia; outro animal apresentou leucocitose;
trés suinos estavam levemente anémicos € onze animais
exibiam hemogramas normais. Com o soro dos dez animais
aparentemente sadios foram realizadas as seguintes provas

bioquimicas: uréia nitrogenada sanguinea, fosfatase
alcalina, transaminase glutamica oxalacética-TGO
(AST) e transaminase glutamica piravica-TGP (ALT).
Foi encontrado um pequeno aumento na atividade média
da fosfatase alcalina, TGO (AST) e TGP (ALT), quando
comparada a atividade dessas enzimas no soro de suinos
que ndo receberam ra¢do contaminada com sementes de
C. spectabilis. Apos o consumo da ra¢ao ocorreram mortes
durante as dezesseis semanas de observacao, entretanto a
maioria destas ocorreu entre a 8" ¢ 12* semanas. Os efeitos
toxicos das sementes foram evidenciados cinco meses
apos a remocao destas da dieta. Os principais achados
patologicos foram ulceras gastricas, hemoperitonio, atrofia
e fibrose hepaticas, fibrose renal com cistos glomerulares e
pneumonia proliferativa intersticial. Lesdes microscopicas
de maior valor diagnoéstico foram hipertrofia de hepatdcitos
e de células epiteliais dos ttibulos contorcidos renais, com
cariomegalia. A severidade dos efeitos causados pela
intoxicacdo por Crotalaria foi grandemente influenciada
pelaidade dos suinos. Leitdes desmamados um pouco antes
de receberem ragao contaminada foram mais severamente
afetados e apresentaram taxa de mortalidade proxima a
80%, enquanto que suinos com peso proximo ao do abate
(100 kg) tiveram uma mortalidade de 8% e ndo houve
morte entre as fémeas (Peckham et al., 1974).

Equinos intoxicados por Crotalaria retusa
apresentam um quadro clinico de anorexia, atordoamento,
mal estado geral, irritabilidade, bocejos, espasmos
musculares, incoordenagdo, cabega baixa, agressividade,
andar a esmo e galope sem rumo (Gardiner et al., 1965;
Nobre et al., 2004a). Sintomatologia semelhante foi
relatada na intoxicagdo de eqiiinos por outras espécies
de Crotalaria (Arzt & Mount, 1999; Nobre et al., 2004
a, b). Os achados de necropsia sdo caracteristicos de
uma doenca hepdatica cronica. O figado encontra-se
firme, aumentado de volume (Gibbons et al., 1953;
Gardiner et al., 1965; Nobre et al., 1994; Arzt & Mount,
1999) e com aspecto mosqueado (Arzt & Mount, 1999).
Nos pulmdes, as principais alteracdes observadas sio
edema e congestao pulmonar com areas consolidadas no
parénquima (Gardiner et al., 1965; Nobre et al., 1994). Os
pulmdes podem apresentar alveolite fibrosante difusa, com
espessamento de septos interalveolares, edema e infiltrado
inflamatdério mononuclear e, principalmente, macrofagos
espumosos (Gardiner et al., 1965; Nobre et al., 1994).
Equinos submetidos a estresse metabdlico ou nutricional
na seca, carga de trabalho pesada ou gravidez, sdo mais
provaveis de serem afetados pela doenca (Curran et al.,
1996). A doenga cronica ¢ a forma usual da intoxicacgao e
os sinais clinicos ocorrem semanas a meses apds a planta
ter sido ingerida. Os danos hepaticos sdo progressivos e
a morte pode ocorrer meses ou até mesmo anos apos a
ingestdo de plantas contendo AP (Cheeke, 1998).

Nobre et al. (2005) trabalhando com um rebanho
de oitenta ovelhas mostraram alguns sinais de intoxicagdes
agudas como anorexia, severa depressdo, ictericia e
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diminuicdo da atividade locomotora. Lesdes histologicas
do figado foram caracterizadas com necrose centrilobular.
Alguns animais foram tratados dando sementes de C.
retusa nas doses de 2,5 (duas ovelhas); 5; 10; 20 ¢ 40 g/
kg (uma ovelha para cada dose) por ingestdo. Os sinais
clinicos e graves foram os mesmo observados nos rebanhos
de ovelhas no campo. Nobre et al. (2004b) observaram
0s mesmos sinais clinicos em equinos ¢ asininos que se
intoxicaram ingerindo as sementes durante a alimentagao.
Além disso, a necropsia revelou astrécitos Alzheimer
tipo 1II, isolados ou em grupos principalmente no nucleo
caudato e cortex.

Barreto et al. (2006) demonstraram resultados que
indicam uma agdo direta da MCT em culturas celulares
de astrocitos corticais de ratos, alterando a morfologia ¢ o
crescimento celular, e sugerem que a resposta astrocitaria
a este alcaldide pode estar relacionada aos danos no SNC
observados em animais intoxicados. Baixas concentracdes
de dehidromonocrotalina mostraram uma reagdo
astrogliolitica ¢ em altas concentragdes (100-500 pM)
os astrocitos apresentaram diminui¢do do corpo celular,
fraca expressdo da proteina GFAP (glial fibrilary acidic
protein) ligada as cromatinas nucleares, retragdo dos seus
dendritos, condensagdo ¢ fragmentagdo da cromatina em
uma importante propor¢ao (30%) sugerindo sinais de
apoptose (Barreto et al., 2008). Sinais de apoptose também
foram vistos, tanto em baixa com em altas concentracdes
de monocrotalina, nas células endoteliais das artérias
pulmonares (Thomas et al., 1998).

O mecanismo exato da toxicidade causada
pela MCT ainda ndo estd determinado, mas sabe-se
que ¢é necessaria a sua biotransformagio pelo figado no
metabolito reativo dehidromonocrotalina (DHM), o qual
interfere na sintese de DNA ¢ proteinas (Petry et al., 1984;
Butler et al., 1970).

PROVAVEL MECANISMO DE ACAO

Esses alcaloides pirrolizidinicos sdo ativamente
oxidados in vivo formando intermediarios altamente
reativos tipo pirrdlicos que sdo responsaveis pela ligagdo
cruzadacom o DNA (Kosogofetal.,2001; Tepe & Williams,
1999). Assim, a monocrotalina requer a bio-ativagdo em
dehidromonocrotalina pelo citocromo P450 no figado,
uma reagao bifuncional de um agente alcalinico que se liga
ao DNA celular e protéico in vivo. Dehidromonocrotalina
parece ser neutralizada pela conjugacdo com a glutationa
(GSH). Assim, aminoacido tipo cisteina contendo sulfil e
taurina previne contra o efeito téxico da monocrotalina
(Yan & Huxtable, 1996).

A oxidacdo do substrato ligado a energia
reduz produtos equivalentes, que sdo transferidos via
nucleotideos piridina (NADH) ou flavina (FADH,) na
cadeia respiratoria. Um gradiente eletroquimico de protons
tem o potencial membranico como principal componente,
capaz de sustentar a sintese de ATP em que foi gerado por
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ele (Nicholls, 1976).

Tepe& Williams(1999)descreveramasemi-sintese
¢ a ligagdo cruzada com o DNA dos primeiros precursores
engatilhados fotoquimicamente de dehidromonocrotalina.
Algumas substancias como antibiotico e antitumorais que
ocorrem naturalmente sdo ativados oxidativamente ou
redutivamente in vivo formando um intermediario tipo
pirroli altamente reativo que sdo responsaveis por uma
reagdo de ligag@o cruzada com o DNA. Essa via oxidativa
ou redutiva pode leva a uma variedade de efeitos toxicos.

Precursor engatilhado fotoquimicamente de um
alcaloide pirrolizidinico que gerava dehidromonocrotalina
sobre ativagdo fotoquimica. Essa oxidagdo resulta da
ativagdo eletrofilica da posigdo C-7 ¢ C-9 da molécula de
pirrole, via conjugacdo com um par unico de nitrogénio
pirrole que € propenso a ataque nucleofilico pelo DNA. A
especificidade da ligagdo cruzada com o DNA dessa reagdo
ocorre no lugar ¥CpG?* (no par de nucleotideos Citocina
e Guanina) via amina exociclica do residuo dG na curva
menor (Kosogof et al., 2001; Tepe & Williams, 1999).

Wallace & Starkov (2000) recordam que essa
conexdo com as mitocondrias tém freqiientemente sido
consideradas um importante alvo de xenobiodticos que
podem causar injuria celular via deplegdo do ATP.

Koosogof et al. (2001) mostraram que a
viabilidade estruturalmente escondida de alguns
precursores pirolizidinos reativos ao DNA podem serem
planejados e sintetizados a partir de modificagdes de
oligonucleotideos especificos. Tais agentes asseguram
promessas de ferramentas Uteis para entender o mecanismo
de ligagdo cruzada de DNA-DNA e DNA-proteina.

O complexo I fornece o lugar da entrada dos
elétrons dos NADH para a cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial. O complexo I dos mamiferos ¢
uma enzima que contém 46 diferentes subunidades com
uma massa molecular de 980 kDa. Essa organizagdo
supramolecular e a relagdo estrutural restante da cadeia
respiratoria, contudo, ainda permanecem desconhecidas.
A transferéncia de elétrons pelo NADH (oxidagdo) via
complexo I reduz a ubiquinona (coenzima Q) gerando parte
do gradiente eletroquimico requerido pela sintese de ATP.
Contudo, a inibi¢do do complexo I da cadeia respiratoria
pode constituir um importante mecanismo de dele¢do do
ATP da célula e assim levar a morte celular (Lenaz et al.,
2006; Caroll et al., 2003).

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de seu uso se fazer presente na agricultura,
existe a necessidade de aprimorar os estudos de plantas
do género Crotalaria, voltado principalmente para seu
principal constituinte toxico (monocrotalina). Novas
informagdes sdo necessarias, no sentido de aumentar as o
conhecimento dos seus efeitos no organismo de humanos
e animais e desvendar seu exato mecanismo de agdo,
visando descobrir drogas capazes de intervir em sua via de
acdo, protegendo ou revertendo seus efeitos nocivos.
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